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白蛋白固定等离子体聚烯丙胺
薄膜及体外血小板粘附行为 3

闫峰 ,王进△ ,杨志禄 ,张钊 ,孙鸿 ,黄楠
(西南交通大学材料学院 ,材料先进技术教育部重点实验室 ,成都 610031)

摘要 :采用脉冲射频等离子体聚合技术 ,在医用不锈钢表面制备了等离子体聚烯丙胺薄膜 ,并进一步在

聚合薄膜表面固定白蛋白 (BSA)分子。采用傅立叶红外光谱 ( FTIR) 、X 光电子能谱 (XPS) 、台阶仪、原子力显

微镜和淌滴法分别表征结构成分、厚度、表面形貌和水接触角。结果表明 :随着放电功率增加 ,聚烯丙胺薄膜

中氮含量及伯胺基浓度减小 ,薄膜厚度和表面粗糙度增加 ,接触角增大。XPS 分析证明白蛋白分子被固定于

聚烯丙胺薄膜表面。体外血小板粘附评价表明 ,不锈钢表面固定白蛋白的聚烯丙胺薄膜能显著抑制血小板

粘附及激活。
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Study on Plasma Polymerized - allylamine Film Immobilized
by Albumin and in vitro Platelet Adhesion Behavior

YAN Feng , WANG Jin , YANG Zhilu ,ZHANG Zhao ,SUN Hong , HUANG Nan
( Key Lab of Advanced Technology for Materials of Education Ministry , Southwest Jiaotong University , Chengdu 610031 , China)

Abstract : In order to improve the anticoagulation of biomedical stainless steel , we fabricated the plasma - polymerized allylamine films on

the surface of the biomedical stainless steel by pulsed plasma polymerization technique , and then immobilized the molecules of bovine serum

albumin (BSA) on the polyallylamine films. The films were characterized using Fourier transform infrared spectroscopy ( FTIR) , X - ray

photoelectron spectroscopy (XPS) , profile meter , atomic force microscopy (AFM) and contact angle measurement. FTIR spectra indicated that

polyallylamine film had polymer - like structure. With the increase of discharged power , XPS show that the content of nitrogen and

concentration of primary amine groups (NH2ΠC) decrease gradually ; the thickness , the roughness and water contact angle surface of the film

increase. XPS further prove that the molecules of BSA are covalently immobilized on the surface of the polyallylamine film. The evaluation of

in vitro platelet adhesion reveales that BSA - immobilized films can effectively inhibit adhesion and activation of the platelets.

Key words :Plasma polymerization ; Allylamine ; Bovine serum albumin ; Stainless steel ; Platelet adhesion

1 　引 　言

医用不锈钢由于其优良的力学性能和化学稳定

性 ,在人工心脏瓣膜、血管支架等心血管植、介入器

械的制造中得到应用 ,但是其抗凝血性能仍有待进

一步提高。近年来 ,国内外陆续开展了将抗凝分子

如白蛋白、肝素固定在高分子材料表面以提高抗凝

血性的相关研究 ,并取得了很大的进展[1 - 5 ] 。但由

于医用不锈钢材料表面官能团的数量少 ,难于固定

一定浓度的抗凝分子以满足实际应用。因此如何在
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金属材料表面有效地固定抗凝分子来提高其表面的

抗凝血性成为研究的难点和重点。脉冲等离子体聚

合是一种低温等离子体表面处理技术 ,它能够在材

料表面合成含官能团的聚合物薄膜。将脉冲等离子

体聚合薄膜与生物分子固定相结合的表面改性技

术 ,应用于构建生物传感器和生物化表面改性的研

究已有一些报道[6 - 7 ]
,但应用于抗凝血表面改性的

文献报道很少。

本研究通过脉冲等离子体聚合技术在医用不锈

钢表面制备聚烯丙胺薄膜 ,再共价固定白蛋白生物

分子 ,并对样品进行材料学表征和抗凝血评价。

2 　实验部分

2. 1 　等离子体聚合薄膜的制备

以镜面抛光的医用不锈钢 (AISI 316L) 为基底 ,

将烯丙胺 (纯度 ≥99. 5 % ,山东省邹平县铭兴化工试

剂厂)和氩的混合气体导入本底真空为 1 Pa 的反应

室 ,压强保持为 15 Pa。等离子体聚合过程中脉冲占

空比 40 % (ton = 20 ms , toff = 30 ms) 和直流负偏压 75

V 均保持不变 ,通过改变射频放电功率 ,在不锈钢基

底沉积出一系列含伯胺基团的等离子体聚烯丙胺薄

膜 ,薄膜沉积时间为 45 min ,其它实验参数见表 1 ,等

离子体聚合系统为实验室自制。

2. 2 　薄膜表征

NICOLET 5700 型傅立叶红外光谱仪 , 采用

OMNI附件 ,扫描范围 4000～400cm
- 1

;XSAM800 型 X

射线光电子能谱仪 ,所用阳极靶为镁靶 ,能量为

1253. 6eV ;液滴形状分析系统 DSA100 (德国 , Gmbh

Hambur)测量接触角 ,测试液体为蒸馏水和 CH2 I2 ;

AMBiosXP - 2 台阶仪测量薄膜厚度 ;CSPM 扫描探针

显微镜检测薄膜表面形貌及粗糙度。采用对三氟甲

基苯甲醛作为衍生化法反应单体用于检测等离子体

聚烯丙胺薄膜中的伯胺基浓度[8 - 9 ] 。

2. 3 　BSA 固定

将等离子体聚烯丙胺薄膜 PPAa - 1 置于浓度为

1wt %的戊二醛溶液中 ,室温下反应 3 h 后将其取出

并用蒸馏水反复清洗。将清洗过的样品浸泡在浓度

为 10 mgΠml 牛血清白蛋白溶液中 ,于 4 ℃反应 24 h ,

将反应后的样品用蒸馏水漂洗 3 次 ,每次漂洗时间

为 30 min[10 ] 。白蛋白固定后的样品标记为 BSA -

PPAa - 1。

2. 4 　抗凝血性评价实验

样品放入 24 孔培养板中 ,将离心后所得的新鲜

人血小板血浆 ( PRP) 注入到放有样品的孔中 ,在

37 ℃的恒温水浴中培养 120 min ,用生理盐水漂洗 l

～2 min 后 ,用戊二醛固定液固定。将固定后的样品

分别经脱水脱醇后采用 CPD030 型临界点干燥仪

(BALZERS 公司) 进行 CO2 临界点干燥 ,然后用扫描

电镜 (Quanta 200 型 ,荷兰 FEI 公司) 进行血小板观

察。采用乳酸脱氢酶 (LDH) 法定量检测材料表面血

小板粘附数量。采用 GMP - 140 方法定量检测材料

表面粘附的血小板激活数量。

3 　结果与讨论

3. 1 　红外光谱分析

图 1 为烯丙胺单体和 PPAa - 1 的红外光谱图 ,

通过比较二者红外光谱得知 ,等离子体聚合薄膜较

好地保留了原单体的结构成分。2930cm
- 1 和 2865

cm
- 1处的两个 C2H 伸缩振动峰 (CHx 中对称和不对

称 C2H伸缩振动峰) 及 3350 cm
- 1 、1635 cm

- 1处的 N

- H 伸缩震动和变形振动峰强虽有所减弱 ,但仍然

为主导特征峰。红外光谱的结果也表明在等离子体

聚合过程中 ,伯胺基 ( - NH2 ) 部分转化为腈基 ( - C

≡N , 2100 cm - 1 - 2300 cm - 1 ) , 亚胺 ( C = N , 1395

cm
- 1 )以及一些其他含氮的官能团如 O = C = N - ,

- C = NH(1650～1680 cm
- 1 ) ,仲胺基 ( - NH - ) 等官

能团。由于仲胺基、亚胺基的生成以及 - CH = CH2

的削弱 ,在 PPAa 的红外光谱中出现了一个由 N - H

和 C - H伸缩振动峰组成的范围在 3400～3000 cm
- 1

的一个宽吸收带。

图 1 　烯丙胺及 PPAa - 1 薄膜的红外光谱图

Fig 1 　FT - IR of the allylamine and the PPAa - 1 film

3. 2 　薄膜厚度

图 2 为在其它聚合工艺参数不变的条件下 ,放

电功率对薄膜厚度的影响。随着放电功率的增大 ,

不锈钢表面沉积的聚烯丙胺薄膜厚度呈现出逐渐增

大的趋势 ,当放电功率增加到 120 W 时 ,薄膜厚度达
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380 nm。这是因为放电功率的增大使得产生的等离

子体密度增加 ,等离子体中的粒子碰撞能量增大 ,从

而产生出更多的活性粒子为成膜提供充足的原料供

应。

图 2 　不同放电功率制备的聚烯丙胺薄膜的厚度

Fig 2 　Thickness of the films fabricated under different power

3. 3 　薄膜表面形貌

图 3 为功率为 30 W 和 120 W 时合成的脉冲等

图 3 　硅基底上沉积的 PPAa - 2 和 PPAa - 5 薄膜的三维

原子力显微镜图像

Fig 3 　AFM images of the PPAa - 2 and PPAa - 5 films

deposited on the silicon substrates

离子体聚烯丙胺薄膜三维原子力显微镜图像。30 W

合成薄膜 (PPAa - 2) 的均方根粗糙度为0. 381 nm ,整

个薄膜表面较均匀。而 120 W合成薄膜 (PPAa - 5)的

均方根粗糙度为 1. 524 nm ,薄膜平整度较低。由此可

见 ,随着放电功率的提高 ,薄膜表面形貌粗糙度增

大 ,薄膜粒子均匀化程度降低。因为对于等离子体

聚合薄膜来说 ,聚合过程是薄膜粒子生成与形核形

成的动态竞争过程 ,并且随着放电功率的增加 ,形核

形成Π薄膜粒子生长率增大。低功率等离子体聚合

过程中 ,形核形成速率较慢 ,在新形核形成并沉积在

聚合薄膜表面形成新的薄膜层之前 ,先前的形核有

足够的时间供其生长并覆盖薄膜表面 ,故所得的薄

膜表面规整、粗糙度低。然而 ,随着放电功率的增

大 ,聚合单体的离化程度加剧 ,等离子体密度增加 ,

为形核的形成、生长提供了丰富的原材料 ,当第一批

形成的形核开始生长、形成薄膜完全覆盖在以前的

薄膜之前 ,又有大量的新形核形成 ,薄膜沉积速率加

剧 ,粒子堆积较无序 ,故形成的薄膜规整度低 ,薄膜

粗糙度大。

3. 4 　XPS 分析

结合对三氟甲基苯甲醛衍生法 ,采用 XPS 测试

技术 ,定量检测了薄膜中各元素的含量及伯胺基浓

度 (NH2ΠC) ,见表1。随着射频放电功率的增加 ,薄

表 1 　不同功率等离子体聚烯丙胺薄膜与固定 BSA后的聚烯丙胺薄

膜各组成元素含量与伯胺基浓度

Table 1 　Elemental and atomic composition obtained by XPS and extr

2acted from XPS measurement after derivatization of the film

样品
放电功率

(W)

C

( %)

N

( %)

O

( %)

NH2ΠC

( %)

S

( %)

PPAa - 1 10 72. 5 22. 1 5. 4 2. 9 0

PPAa - 2 30 74. 3 20. 1 5. 6 2. 4 0

PPAa - 3 60 75. 8 18. 3 5. 9 2. 3 0

PPAa - 4 90 77. 6 16. 3 6. 1 2. 0 0

PPAa - 5 120 79. 9 14. 1 6. 0 1. 8 0

BSA - PPAa - 1 10 70. 1 14. 9 14. 3 — 0. 7

膜中 C含量逐渐增大 ,N 及 NH2ΠC 含量逐渐降低。

与 10 W 下合成的薄膜相比 ,放电功率增加到 120 W

时 ,N 与 NH2ΠC含量分别由 22. 1 %和 12. 1 %下降

到 2. 9 %和 1. 8 %。这是由于随着放电功率的提

高 ,单体被等离子体化程度加剧 ,单体结构破坏较

大 ,成膜时薄膜中 N 与 NH2ΠC 含量较低。此外 ,不

同放电功率下制备的薄膜含有 5 %～6 %的氧。而O

元素引入主要是由于真空室的本底真空不够高 ,真

空室残存的氧及器壁上物理吸附的氧在等离子体聚

合过程中直接参与成膜反应 ,此外 ,由于薄膜中残留

了大量的活性粒子和基团 ,当薄膜暴露在大气中时

会与空气中的氧气、水蒸气、二氧化碳等反应 ,进一

072　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　生 物 医 学 工 程 研 究　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第 27 卷
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步造成氧元素的引入。这可以从图 1 中的红外光谱

图得到验证。用工艺 PPAa - 1 固定了 BSA 后 ,C、N、

O各元素均发生了明显变化 ,而且还增加了S元

素 ,说明BSA分子被成功地固定在聚烯丙胺薄膜表

面。

3. 5 　薄膜亲水性及表面能

图 4 结果表明 ,与未改性的不锈钢相比 , PPAa

系列薄膜改性后的不锈钢表面的亲水性都有不同程

度的增加 ,这是由于薄膜中含有大量的胺基等亲水

性基团。随着放电功率的提高 ,薄膜亲水性总体呈

下降趋势 ,显示出与薄膜 N 含量具有一致的变化趋

势 (见表 1) ,这可能是由薄膜中含 N 元素的极性基

团如胺基减少所造成的。与 PPAa - 1 相比 ,其固定

白蛋白后 ,样品表面自由能有所增加 , 这是由于白

蛋白分子接枝增加了薄膜表面的亲水性 ,从而提高

了表面自由能[11 ] 。

图 4 　不锈钢、不同功率等离子体聚烯丙胺薄膜及固定白蛋白分

子的 PPAa - 1 薄膜的水接触角及表面能

Fig 4 　Water contact angle surface energy and of stainless steel and ,

plasma polymeric allylamine films and BSA immobilized plasma

polymeric allylamine film

3. 6 　体外血小板粘附

体外血小板粘附一直是生物材料血液相容性评

价的重要指标。获得材料表面血小板的粘附与活化

行为的信息不仅是进行材料血液相容性评价的需

要 ,而且对于揭示材料表面与血液的相互作用过程

和机制尤其重要。

图 5 为不锈钢和 BSA - PPAa - 1 表面典型的血

小板粘附扫描电镜显微照片 ,未经改性的不锈钢表

面具有大量的血小板粘附 ,并且血小板变形和团聚

比较严重 ,有大量伪足产生 ,这表明在未改性的不锈

钢表面血小板激活程度较大。而表面固定 BSA 的

聚烯丙胺涂层的不锈钢样品 ,其表面只有较低数量

的血小板粘附、激活和变形。

图 5 　不锈钢和 BSA - PPAa - 1 表面粘附血小板的 SEM 照片 (培

养时间为 120min)

Fig 5 　Morphology of adherent platelets on the stainless steel , and

BSA - PPAa - 1 film (120 min incubation in PRP) observed using

SEM

图 6 　不锈钢和 BSA - PPAa - 1 样品 LDH和 GMP - 140 评价结果

Fig 6 　Percent of adherent platelets (results obtained by LDH assay)

and percent of activated platelets (results obtained by GMP - 140 assay)

of stainless steel , BSA - PPAa - 1

　　图 6 中LDH评价的血小板黏附量在不锈钢表

面为 46. 1 % ,而 BSA - PPAa - 1 薄膜表面血小板粘

附量为 13. 0 % ,降低了 33. 1 %。图 6 中通过评价

GMP - 140 而得到的样品表面粘附的血小板激活量

由不锈钢的 42. 3 % 下降至 BSA - PPAa - 1 的

16. 7 %。这表明 :与不锈钢相比 ,表面固定 BSA 的等

离子体聚烯丙胺薄膜表面能抑制血小板的黏附和活

化 ,与在医用高分子材料表面固定白蛋白抑制血小

板的黏附的相关研究报道一致[12 ] 。

4 　结 　论

采用脉冲可调控射频等离子体聚合技术 ,在医用

不锈钢表面沉积了含伯胺基( - NH2)的烯丙胺薄膜 ,并

以伯胺基为反应位点固定了生物分子 BSA ,体外血小

板粘附结果表明 ,固定BSA 的等离子体聚烯丙胺薄膜

表面可显著抑制血小板粘附及激活。 (下转第 280页)
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4 　结论

由模拟结果可以得到如下结论 :

(1)无论力学激励是Φ0 、4 ×Φ0 、6 ×Φ0 ,模型均

保持良好的平衡状态 ,这体现了骨组织对力学环境

的适应性及稳定性。随着时间的增加 ,孔隙率逐渐

增加 ,骨量均逐渐减少 ,不过力学激励为 6 ×Φ0 时的

孔隙率明显小于力学激励为Φ0 和 4 ×Φ0 时的孔隙

率 ,因此运动强度较大时 ,可以有效减缓骨量丢失。

(2)快速收敛性。对于不同的废用状态 ,即载荷

废用 20 %、50 %、80 %时模型均能在一定时间内快速

收敛 ,载荷废用 80 % ,力学激励为 6 ×Φ0 ,只需 100

天左右就达到平衡时的孔隙率值。每种废用状态 ,

模型都将达到一个新的平衡 ,这种平衡下的孔隙率

值是模型对新的力学载荷的适应值。

(3)高度非线性。模型中的载荷与孔隙率度成

负相关 ,载荷废用越严重 ,骨组织的抵抗适应过程越

激烈 ,新的骨重建平衡的孔隙率度越低 ,但不同的废

用情况不是简单的线性比例关系 ,这是由骨适应的

生理过程决定的。

由此可见 ,不同运动方式和运动强度对防止和

减缓骨质疏松有较大的影响 ,模拟结果较符合临床

实际和统计调查数据 ,因此对于研究骨质疏松的发

病机理、影响因素、治疗方法和骨功能适应性的研究

等有一定的参考价值。
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